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Mediante el proceso de clorosis o bleaching Synechococcus sp. PCC 7942 degrada 
los complejos antena del aparato fotosintético en respuesta a carencia prolongada de 
nitrógeno y otros factores de estrés. La adaptación a condiciones de estrés requiere la 
regulación de múltiple funciones, la mayoría desconocidas. Sí se sabe que la activación 
del gen nblA es esencial en este proceso. Dos proteínas pertenecientes a los sistemas 
de dos componentes, la histidina quinasa NblS y el regulador de respuesta NblR, un 
activador de nblA en condiciones de estrés, son claves para entender los mecanismos 
implicados en la adaptación. SipA, una proteína identificada en escrutinios doble híbrido 
interacciona con el dominio de unión a ATP de NblS, está implicada en la regulación 




Las cianobacterias poseen diversos mecanismos de adaptación a condiciones de 
estrés ambiental como por ejemplo la carencia de nitrógeno o la exposición a alta luz. 
Uno de estos procesos es el que se conoce con el nombre de clorosis durante el cual 
las cianobacterias degradan los ficobilisomas y adquieren un color amarillento. Se han 
identificado varias proteínas implicadas en este proceso en Synechococcus sp. 7942: 
NblA (Non-bleaching-activator) que juega un papel esencial activando dicho proceso y 
está regulada por varias proteínas entre las que se encuentran NblR (Non-bleaching-
response regulator) y NblS (Non-bleaching-sensor). NblR estaría regulando 
positivamente nblA. Sin embargo recientemente se ha sugerido una regulación negativa 
de dicho gen basada en la presencia de un motivo de 18 pb, nombrado HLR1 y que ha 
sido encontrado aguas arriba de genes controlados por NblS (Kappell et al., 2006).    
Intentos en nuestro laboratorio de encontrar cual es el regulador de respuesta a través 
del cual actúa NblS dieron negativo, sin embargo recientemente hemos identificado una 
nueva proteína de función desconocida, SipA (NblS interacting protein A), capaz de 
regular la actividad de NblS interaccionando específicamente con el dominio de unión a 
ATP de esta histidina quinasa. SipA parece cooperar con NblS en la regulación de parte 
de sus múltiples funciones.  
Además, SipA contrarresta funciones de NblR claves para la aclimatación a estrés. 
Discutiremos el posible papel de la interacción SipA-NblS en el contexto de la compleja 
red de transducción de señales y fosforilación implicada en la respuesta general a 
estrés en cianobacterias.   
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Condiciones de cultivo y análisis doble híbrido. 
Los  procedimientos de clonación se realizaron en E. coli DH5α, usando 
técnicas estándar. El cultivo y transformación de levaduras se llevaron a cabo según 
lo descrito anteriormente (Ausubel, 1999). Los escrutinios de genotecas doble 
híbrido de levaduras Sau3AI  y Tsp509I de Synechococcus y el análisis posterior de 
los clones se realizó según lo descrito previamente (Burillo et al., 2004). 
 
Construcción de mutantes de sipA y derivados. 
Las estirpes empleadas y/o construidas en este estudio se enumeran en la 
Tabla 1. Los diferentes mutantes de inactivación y sobre-expresión de SipA en 
Synechococcus se obtuvieron mediante sustitución alélica por recombinación 
homóloga. Los detalles de los plásmidos utilizados se describen en Salinas et al., 
2007. La estirpe WT-C103, que contiene insertado en su genoma la fusión 
PnblA::luxAB , se utilizó para construir mutantes de inactivación para sipA y nblR y de 
sobre-expresión de SipA que contuvieran también dicha fusión. Utilizando el 
plásmido pUAGC103 como molde y mutagénesis QuickChange, se obtuvo el 
plásmido pUAGC110, que contiene dos mutaciones puntuales en el motivo HLR1 del 
promotor de nblA (PnblA(TG)::luxAB). Utilizando una estrategia paralela a la descrita 
para la versión silvestre, se obtuvieron variantes WT y SipA- que contuvieran la 
fusión con la versión mutante del promotor de nblA. 
 
Determinación del contenido de pigmentos. 
Para estimar el contenido total de pigmentos se realizaron espectros de 
absorbancia (550-750nm) en células intactas. 1 ml de cultivos obtenidos en los 
tiempos y condiciones indicados en cada experimento se diluyeron a una DO750nm de 
0.5 antes de analizarlos en un espectrofotómetro UV/Visible2100 pro (GE Healthcare 
Life Science). 
 
Determinación de la actividad de luciferasa. 
1 ml de cultivos obtenidos en los tiempos y condiciones indicados para cada 
experimento se ajustaron a una DO750nm de 0.5 y se suplementaron con decanal 
hasta una concentración final de 0.25mM. La emisión de luz fue recogida en un 
luminómetro Berthold LB9509, siguiendo el protocolo previamente descrito 
(Espinosa et al., 2007). 
 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Interacciones proteína-proteína mediada por los reguladores NblS y NblR. 
A pesar de que las interacciones especificas entre histidina quinasas y sus 
correspondientes reguladores de respuestas son fácilmente detectables en el 
sistema del doble híbrido de levaduras (Martinez-Argudo et al., 2001; Martinez-
Argudo et al., 2002; Salinas and Contreras, 2003), no obtuvimos ningún regulador de 
respuesta entre las presas al realizar escrutinios doble híbrido con NblS (NblS272-664) 
como cebo. Sin embargo, identificamos una nueva proteína SipA (NblS interacting 
protein A) que se une específicamente al dominio de unión al ATP de NblS.  
El hecho de que esta interacción haya sido comprobada por diferentes 
aproximaciones in vivo e in vitro y la alta conservación de ambas proteínas en 
cianobacterias (Espinosa et al., 2006; Salinas et al., 2007), sugiere un importante 
papel del complejo NblS/SipA en la aclimatación al estrés en estos organismos. 
Estos ensayos nos permitieron además incluir otros reguladores de respuesta 
candidatos a interaccionar con NblS, como RpaB,  cuya fosforilación por NblS había 
sido sugerida previamente (Kappell et al., 2006), o SrrA. En este último caso, solo se 
poseían evidencias in silico, proporcionadas en base al método bayesiano  (Burger 
and van Nimwegen, 2008). Ambos ensayos dieron positivo. Estos resultados (Fig. 1) 
apoyan el modelo en el cual NblR y NblS influirían en la adaptación al estrés 
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Figura 1- Interacciones en el doble híbrido A) Esquema de los polipéptidos utilizados en los 
ensayos. Los residuos nos indican el inicio (272) o el fin (171) del polipéptido, mientras que la 
posición de los dominios GAL4 o adenilato ciclasa fusionados en cada caso se indican con símbolos. 
B) Resumen de interacciones proteína-proteína detectadas. La línea punteada con una cruz indica 
falta de interacción. 
 
Interacciones genéticas entre NblR y NblS/SipA 
Se analizó como la estirpe nula para sipA y de expresión constitutiva 
respondían al estrés de carencia de nitrógeno y alta luz, comparando los resultados 
con la estirpe silvestre y el mutante nulo nblR. Mientras el mutante SipA- no está 
afectado en el proceso de clorosis, tanto el mutante de expresión constitutiva de 
SipA como el doble mutante SipA-NblR- resultaron ser de fenotipo non-bleaching 
(Fig. 2). Cuando se analizó la capacidad de restablecer el crecimiento de estos 
mutantes tras haber sido sometidos a ambos tipos de estrés, tanto SipAC como 
NblR- fueron incapaces de crecer, mientras que el mutante SipA- y el doble mutante 
SipA-NlbR- si se recuperan (Fig. 3 y datos no mostrados). Por lo tanto, nuestros 
resultados demuestran que tanto el aumento de expresión de SipA como la 
inactivación de nblR afectan al proceso de clorosis y a la supervivencia a estrés. 
Además, la inactivación de sipA en un fondo genético NblR- suprime el fenotipo del 
mutante nblR nulo con respecto a la supervivencia a estrés (Salinas et al., 2007). 
Estos datos nos indican que NblR y SipA ejercen funciones antagónicas y sugieren 






Figura 2. Representación de la pérdida de ficobilisomas 
en respuesta a falta de nitrógeno en las estirpes  silvestre 






Figura 3. Recuperación en condiciones estándar de                                              
cultivos de las estirpes silvestre (WT), NblR- (R-) y NblR- 
SipA- (R-A-), tras ser sometidos a estrés por carencia de 





Papel de NlbS/SipA en la regulación del gen nblA 
La expresión de nblA se analizó en los diferentes fondos genéticos utilizando 
la fusión PnblA::luxAB, tal como se describe en (Espinosa et al., 2007). Las distintas 
estirpes fueron crecidas hasta fase exponencial en amonio y transferidas luego a 
medio sin nitrógeno para inducir la expresión de nblA. Acorde con los resultados 
obtenidos en los análisis de degradación de pigmentos, en el mutante nulo sipA se 
produce una inducción similar al silvestre o ligeramente superior (Fig 4). En el 
mutante de expresión constitutiva de SipA los niveles fueron siempre menores que 
en el silvestre, indicando un papel inhibidor de SipA. En el mutante NblR- los niveles 
fueron con gran diferencia los más bajos. 
Para estudiar la implicación del motivo HLR1 en la regulación de nblA a través de 
NblS/SipA se generó la fusión PnblA(TG)::luxAB, que contiene dos mutaciones 
puntuales que afectan a dicho motivo. Los resultados muestran que a tiempo 0 hay 
unos niveles ligeramente más altos que con la versión silvestre del promotor (Fig. 4), 
lo que apoya la importancia del motivo HLR1 en la inhibición de nblA mediada por 
NblS/SipA en condiciones de no estrés. 
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Figura 4. A) Actividad luciferasa en diferentes fondos genéticos en respuesta a falta de nitrógeno en 
las estirpes silvestre (1), SipA- (2), NblR- (3) y SipAC (4). B) Efecto de la mutación TG en el motivo 
HLR1 del promotor de nblA. Los datos representan la media y desviación estándar obtenidos en tres 








































NblS y NblR constituyen dos sistemas de transducción de señales diferentes. 
Los resultados de estos y otros análisis permiten concluir que NblS/SipA y 
NblR constituyen dos sistemas de transducción de señales independientes. El 
modelo actual se esquematiza en la figura 5. Nótese que, a diferencia de la ruta de 


















Figura 5. Modelo actual de los sistemas de transducción de señales implicados en adaptación a 
estrés en Synechococcus. 
 
TABLA 1. Estirpes. 
 
Estirpe     Genotipo o características relevantes     Fuente o referencia 
Synechococcus sp. PCC7942  Wild-type Synechococcus sp. PCC 7942     Pasteur culture collection                        
Synechococcus NblR45  NblR-, Kmr         (Luque et al., 2001) 
Synechococcus WT-C103  PnblA::luxAB into NSII, Cmr       (Espinosa et al., 2007) 
Synechococcus SipAK  SipA-, Kmr        (Salinas et al., 2007) 
Synechococcus NblR45-SipAM NblR- SipA-, Kmr  Cmr    " 
Synechococcus CK1SipAI  SipAC, Φ(CK1-sipA) into NSI, Kmr   " 
Synechococcus CK1SipAII  SipAC, Φ(CK1-sipA) into NSII, Kmr   " 
Synechococcus NblR45-C103  NblR-, PnblA::luxAB, Cmr Kmr   " 
Synechococcus SipAK-C103  SipA-, PnblA::luxAB, Cmr  Kmr   " 
Synechococcus CK1SipAI-C103 SipAC, PnblA::luxAB, Cmr Kmr   " 
Synechococcus WT-C110   PnblA(TG)::luxAB into NSII, Cmr   " 
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